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1a のベンゾチアゾール環の 7’位に置換基導入したアナログ 1b-g を合成し、アミノ基近傍での
置換基の立体障害や電子的効果が L-L 反応の発光特性に及ぼす影響を調査した。置換基として、
ハロゲン(F, Cl, Br)、フェニル基、アルキル基を導入した。pH 6.0 と 8.0 の緩衝液中で L-L 反応
を行い、発光測定を行った結果、アナログ 1b-g の発光スペクトルは 1a と同様 pH 依存の変化
を示さず、置換基が大きくなるにつれて発光強度が小さくなることを見出した。生物発光の極
















Fig. ホタルの L-L 反応と本研究で用いたアミノルシフェリンとそのアナログの分子構造 
 
1) White, E. H.; Wörther, H.; Seliger, H. H.; McElroy, W. D. J. Am. Chem. Soc. 1966, 88, 2015. 
2) Kakiuchi, M.; Ito, S.; Kiyama, M.; Goto, F.; Matsuhashi, T.; Yamaji, M.; Maki, S.; Hirano, T., Chem. Lett. 













N O + hv + CO2










H 1a: R = H (aminoluciferin)
1b: R = F
1c: R = Cl
1d: R = Br
1e: R = Ph
1f:  R = Me
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Scheme 1-1-1. ホタルの L-L 反応 
 
Ｌ－Ｌ反応の特徴は、多色発光と高い発光効率を実現している点にある。これらの発光特
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Scheme 1-2-1. ルシフェリンとアミノルシフェリンの発光特性の比較 
 
6’位のヒドロキシ基とアミノ基の違いによる発光特性変化については、以下の機構が提
唱されている 10（Scheme 1-2-2、Scheme 1-2-3）。 
 酵素の活性部位には、極性が高い場所（極性ポケット）と低い場所（非極性ポケット）

























































1a: R = H
1b: R = F
1c: R = Cl
1d: R = Br
1e: R = Ph
1f: R = Me











Scheme 2-1. アミノルシフェリンの合成計画 
 
2.2 ハロゲン置換基を有するアミノルシフェリンアナログの合成 
2.2.1  6-アミノ-2-シアノベンゾチアゾールの合成  
2-クロロベンゾチアゾール 2 を出発原料として、濃硝酸と濃硫酸によるニトロ化反応でニト
ロ体 3 を得た。次にシアン化ナトリウムを用いた置換反応によりシアノ体 4 を合成し、4 の
ニトロ基を亜鉛により還元して、アミノ体 5 を得た 14。 
 
 













































Scheme 2-2-2.  6-アミノ-2-シアノ-7-ハロゲンベンゾチアゾールの合成 
 
2.2.3 アミノルシフェリンアナログの合成 
シアノ体 5-8 に D-システインとの縮合環化を行い、アミノルシフェリン 1a とそのアナロ





























Ar, r.t. 5.5 h, 21 %
SO2Cl2
CH2Cl2, Ar
0℃, 4.5 h, 76 %
NBS
CHCl3, Ar, r.t. 




































250 mM SPB(PH= 8)
MeOH












250 mM SPB(PH= 8)
MeOH












250 mM SPB(PH= 8)
MeOH




ルシフェラーゼを用いて生物発光(BL)スペクトルを測定した。pH 8.0 と 6.0 の GTA 緩衝液
中の条件において、室温で L-L 反応を行った 15(Figure 2-3-1)。アミノルシフェリン 1a は pH
に非依存の発光を示す。同様に 1b-d も pH 非依存性の発光を示すかを調査するために、pH 





Figure 2-3-1. (a) pH = 6.0, (b) pH = 8.0 における 1a-d の生物発光スペクトル 
 


























N O + hv + CO2











Figure 2-3-2-I. 1a-d の紫外吸収スペクトル(Abs)、蛍光スペクトル(FL) 
溶媒：アセトニトリル at 298 K 
 
 
Figure 2-3-2-II. 1a-d の紫外吸収スペクトル(Abs)、蛍光スペクトル(FL) 













N O + hv + CO2





Figure 2-3-2-III. 1a-d の紫外吸収スペクトル(Abs)、蛍光スペクトル(FL) 
溶媒：水 at 298 K 
 
Table 2-3-2-I.  1a-d の紫外可視吸収特性(298 K) 
Solvent [ET(30)*] 
λab / nm (ε / 10
4 dm3 mol−1 cm−1)¥ 
1a (R=H) 1b (R=F) 1c (R=Cl) 1d (R=Br) 
Acetonitrile [45.6] 364 (1.6) 362 (1.2) 360 (1.4) 361 (1.6) 
Methanol [55.4] 364 (1.7) 362 (1.0) 360 (1.7) 361 (1.8) 
Water [63.1] 353 (1.6) 346 (1.2) 349 (1.4) 353 (1.6) 
*ET(30): kcal mol
−1 16。 ¥吸収極大波長(λab)と括弧内はモル吸光係数(ε / 104)。 
 
Table 2-3-2-II. 1a-d の蛍光特性(298 K)  
Solvent [ET(30)*] 
λfl / nm (Φf)
¥ 
1a (R=H) 1b (R=F) 1c (R=Cl) 1d (R=Br) 
Acetonitrile [45.6] 470 (0.71) 470 (0.59) 463 (0.48) 462 (0.43) 
Methanol [55.4] 491 (0.93) 490 (0.74) 480 (0.71) 480 (0.62) 
Water [63.1] 524 (0.87) 524 (0.79) 511 (0.86) 511 (0.64) 
*ET(30): kcal mol
−1 16。 ¥蛍光極大波長(λfl)と括弧内は量子収率(Φf)。 
 
アミノルシフェリン 1a とアナログ 1b-d の紫外可視吸収スペクトルと蛍光スペクトルを
Figure 2-3-2 に示し、そのデータを Table 2-3-2 にまとめた。蛍光特性において、蛍光極大波
長 λfl値は、1a が 470-524 nm、1b が 470-524 nm、1c が 463-511 nm、1d が 462-511 nm であり
溶媒に依存して異なる波長を示した。量子収率は 0.43 以上であった。ここで興味深いこと







さらに、溶媒の違いによる 1a-d の λfl値の変化は、λab値の変化よりも大きい。つまり、こ
れらのアナログにおいては、励起一重項状態(S1)の方が基底状態(S0)よりも溶媒の極性に影






2.3.3 DFT計算による評価  
アミノルシフェリン 1a とアナログ 1b-d の分光学的性質と π 電子的性質の関連性を分析
するために、B3LYP/6-31+G(d)を用いて oxy-1a-d の DFT および TD-DFT 計算を行った(Table 
2-3-3)。 
 










Transitions b λtr 
c/ nm (f) Configuration d,e 
oxy-1a (R=H) -6.00 -3.05 2.96 S0 → S1 456 (0.61) H → L (0.69) 
oxy-1b (R=F) -6.14 -3.14 3.00 S0 → S1 453 (0.54) H → L (0.70) 
oxy-1c (R=Cl) -6.15 -3.12 3.03 S0 → S1 450 (0.56) H → L (0.70) 
oxy-1d (R=Br) -6.15 -3.12 3.03 S0 → S1 450 (0.55) H → L (0.70) 
a HOMO と LUMO のエネルギーギャップ。b励起エネルギーが最も低い励起一重項状態への π, π*遷移。 
c遷移エネルギーから推定される波長。d励起の構成。e H、および L は、それぞれ HOMO、LUMO を示す。 
 
すべてのアナログの S0→S1遷移は、HOMO→LUMO の電子遷移による π、π*遷移である。
計算された HOMO と LUMO のエネルギー差(ΔEH-L)は、S0→S1 の遷移エネルギーから計算
した波長(λtr)に対応しており、ハロゲン置換基の電子求引性の増加に伴い ΔEH-L 値は大きく
なり、λtr値は小さくなっている。なお、電子求引性の指標としてはハメット則 17 の σp値を
用いると（Table 2-3-3-II）、H < F < Cl ≈ Br の順番に電子求引性が大きくなることが知られ
ている。 
 























のファクターがあると仮定できる。前節 2-3-2、2-3-3 より 7’位にハロゲン置換基を導入す
るとアミノルシフェリン 1a に比べ、λab値と λfl値が短波長シフトした。また、ハロゲン置
14 
 



















Table 2-3-4-I. 原子の種類と共有結合半径  










Figure 2-3-4-II. 酵素活性部位内の存在位置の模式図 
  
 
Table 2-3-4-II. 天然型ルシフェリンの生物発光波長 19 
Subustrate λbl  / nm 
 acidic basic 
1a: X = H 611 556 
1b: X = F 622 562 














N O + hv + CO2
+ AMP + PPi
RR
1a: R = H 
1b: R = F
















2.4.1 7’-フェニルアミノルシフェリン 1eの合成 
ブロモニトリル体 8 とフェニルボロン酸による鈴木カップリング反応により、フェニルニ
トリル体 9 を合成した。粗生成物のシアノ体 9 と D-システインによる縮合環化を行い、ル
シフェリンアナログ 1e を得た。ブロモニトリル体 8からの２段階の収率は 13 ％であった。 
 
 
Scheme 2-4-1. 7’-フェニルアミノルシフェリンの合成 
 
2.4.2 7’-アルキル-6’-アミノ-2’-シアノベンゾチアゾールの合成 
ニトロ体 3 に２等量のグリニャール試薬を作用し、DDQ で酸化処理してアルキル化された
10、11 を合成した。ニトロニトリル体 10、11 を亜鉛により還元し、アミノニトリル体 12、
13 を得た。 
 












250 mM SPB(PH= 8)
MeOH















































アルキル基導入反応は Graziano らの論文 20 を参考にしており、その反応機構を以下のよう
に進行していると推察される。 
 




































































2.4.3 7’-アルキルアミノルシフェリン 1f-gの合成 
シアノ体 12, 13 に D-システインとの縮合環化を行い、アナログ 1f-g を得た。 
 




アミノルシフェリン 1a とアナログ 1e-g について、リコンビナント Ppy (photinus pyralis)
ルシフェラーゼを用いて生物発光(BL)スペクトルを測定した。pH 8.0 と 6.0 の GTA 緩衝液
中の条件において、室温で L-L 反応を行った(Figure 2-3-1)。前述の通りアミノルシフェリン
1a は pH に非依存の発光を示す。同様に 1e-g も pH 非依存性の発光を示すかを調査するた
めに、pH 6.0 と 8.0 の両方の条件で測定した。確認のため、アミノルシフェリン 1a も含め
て調査した。アミノルシフェリン 1a 同様、フェニル、アルキルルシフェリンアナログ 1e-g
は、pH 6.0 と 8.0 で同じ発光極大を持つスペクトルを示し、pH 非依存性の発光を示すこと
が解った。発光強度は、以下に示す通り、置換基が大きくなるにつれて発光強度が減少する
ことがわかった。 
1a(H) > 1f(Me) > 1g(Et) > 1g(Ph) 
 発光極大波長は、1a と比べてフェニル体 1e では 6 nmの短波長シフトすることがわかり、


















250 mM SPB(PH= 8)
MeOH












250 mM SPB(PH= 8)
MeOH










るため、アミノルシフェリン 1a と比較しながらアナログ 1e-g について、紫外可視吸収スペ
クトル(Abs)及び、蛍光スペクトル(FL)を測定した。溶媒には、アセトニトリル、メタノール、


















N O + hv + CO2













N O + hv + CO2





Figure 2-5-2-I. 1a, 1e-g の紫外吸収スペクトル(Abs)、蛍光スペクトル(FL) 
溶媒：アセトニトリル at 298 K 
 
 
Figure 2-5-2-II. 1a, 1e-g の紫外吸収スペクトル(Abs)、蛍光スペクトル(FL) 





Figure 2-5-2-III. 1a, 1e-g の紫外吸収スペクトル(Abs)、蛍光スペクトル(FL) 
溶媒：水 at 298 K 
 
Table 2-5-2-I.  1a, 1e-g の紫外可視吸収特性(298 K) 
Solvent [ET(30)*] 
λab / nm (ε / 10
4 dm3 mol−1 cm−1)¥ 
1a (R=H) 1e (R=Ph) 1f (R=Me) 1g (R=Et) 
Acetonitrile [45.6] 364 (1.8) 369 (1.2) 370 (1.1) 369 (1.8) 
Methanol [55.4] 363 (1.7) 365 (1.1) 370 (1.1) 348 (1.5) 
Water [63.1] 353 (1.6) 350 (1.1) 347 (1.2) 348 (1.5) 
*ET(30): kcal mol
−1 16。 ¥吸収極大波長(λab)と括弧内はモル吸光係数(ε / 104)。 
 
 
Table 2-5-2-II. 1a, 1e-g の蛍光特性(298 K) 
Solvent [ET(30)*] 
λfl / nm (Φf)
¥ 
1a (R=H) 1e (R=Ph) 1f (R=Me) 1g (R=Et) 
Acetonitrile [45.6] 470 (0.71) 482 (0.64) 478 (0.82) 478 (0.76) 
Methanol [55.4] 491 (0.93) 502 (0.75) 509 (0.87) 502 (0.88) 
Water [63.1] 522 (0.87) 537 (0.68) 520 (0.88) 533 (0.73) 
*ET(30): kcal mol
−1 16 。 ¥蛍光極大波長(λfl)と括弧内は量子収率(Φf)。 
 
紫外吸収スペクトルと蛍光スペクトルを Figure 2-5-2 に示し、データを Table 2-5-2 にまと
めた。蛍光特性について、アミノルシフェリンアナログ 1a, 1e, 1f, 1g の λfl値を比較すると、
1a が 470-522 nm、1e が 482-537 nm、1f が 478-520 nm、1g が 478-533 nm であり溶媒に依存
してそれぞれが幅を持つことがわかった。量子収率は、いずれの誘導体も 0.64 以上の高い





とアルキル基がこれらの相互作用によって 1e, 1f, 1g のフロンティア軌道のエネルギー準位
を変化させる役割を果たすことを意味している。 




アセトニトリル：1e (Ph) > 1f (Me) = 1e (Et) > 1a (H) 
メタノール：1f (Me) > 1e (Ph) = 1g (Et) > 1a (H) 





子モーメントが大きく、溶媒の極性が高くなるにつれ、S1 状態と S0 状態のエネルギー差が
低エネルギーとなり、結果として蛍光の長波長シフトが起きる。 
 
2.5.3 DFT計算による評価  
アミノルシフェリン 1a とアナログ 1e-g の分光学的性質とπ電子的性質の関連性を分析
















Transitions b λtr 
c/ nm (f) Configuration d,e 
1a (R=H) -6.00 -3.05 2.96 S0 → S1 456 (0.61) H → L (0.69) 
1e (R=Ph) -5.95 -3.04 2.91 S0 → S1 468 (0.52) H → L (0.70) 
1f (R=Me) -5.93 -3.03 2.90 S0 → S1 468 (0.53) H → L (0.70) 
1g (R=Et) -5.93 -3.03 2.90 S0 → S1 468 (0.54) H → L (0.70) 
a HOMO と LUMO のエネルギーギャップ。b励起エネルギーが最も低い励起一重項状態への π, π*遷移。 
c遷移エネルギーから推定される波長。d励起の構成。e H、および L は、それぞれ HOMO、LUMO を示す。 
 
すべてのアナログの S0→S1 遷移は、HOMO→LUMO の電子遷移による π, π*遷移である。
HOMO と LUMO のエネルギー差(ΔEH-L)と計算された遷移エネルギーから推定される波長
(λtr)において、フェニル基導入による共役とアルキル基導入による超共役の影響により ΔEH-




















大きく二つの要因が働いている。この 2 つの観点で、生物発光の極大波長を評価した。 
まず、フェニル体 1e について考察する。生物発光波長は、1a に比べてフェニル基を 7’位








 次に、メチル体 1f について考える。生物発光の極大波長は、1a に比べて 7’位にメチル基
を導入することで、7 nm 長波長シフトした。蛍光測定結果から、水中を除き、1a に比べて
メチル体 1f の λfl値は長波長シフトしており、生物発光の結果と合致する。従って、L-L 反
応でオキシルシフェリン体の励起分子を生成する酵素内の活性部位の位置が、1a とメチル
体 1f でほぼ同じであることを示唆する。 
エチル体 1g については、1a と比べて、7’位にエチル基を導入しても生物発光波長はほと
んど変化がなかった。一方、アミノルシフェリン 1a に比べ、λfl値はいずれの溶媒中でも長














Figure 2-5-4-II. 各アナログでの酵素と基質の立体障害のかかり方の模式図 
 
 































第 3章 結語 
L-L 反応の発光波長制御には、L-L 反応で生成するオキシルシフェリンの S1 状態が存在
する酵素内活性部位の位置での分子環境の性質が重要な役割を持つ。本研究では、アミノル





ハロゲン置換基(F, Cl, Br)を導入した 1b-d の場合、アミノルシフェリン 1a に比べ、λbl値
は、若干短波長シフトした。溶液中での λfl値は、1a に比べて、より大きく短波長シフトし
ていた。従って、λbl値の置換基依存性は、発光体の励起分子の酵素内活性部位での存在位置
が 1a に比べ、より極性の高い環境に誘導されたことを示す。 
フェニル置換体 1e の λbl値は、アミノルシフェリン 1a に比べて若干短波長シフトした。
一方、溶液中での 1e の λfl値は、1a に比べて長波長シフトしており、生物発光の結果は、酵
素内活性部位での発光体の励起分子の存在位置が 1a の場合より低極性な環境に移動したこ
とを支持する。 
メチル置換体 1f の λbl 値は、アミノルシフェリン 1a に比べて長波長シフトした。溶液中
での 1f の λfl値も、1a に比べて長波長シフトしており、この結果は、酵素内活性部位での発
光体の励起分子の存在位置が 1a と類似していることを示している。 

































日本電子社製 JEOL ECA-500 型装置(500MHz)を用いて測定した。表記は“1H-NMR(測
定周波数, 測定溶媒): δ 化学シフト値(多重度, スピン結合定数, 水素数)”と記した。化学
シフト値は、テトラメチルシランを内部標準(δ = 0.0)として、ppm で表した。多重度は、
s(一重線)、d(二重線)、m(多重線)などで表記し、幅広いシグナルには br と記した。NMR
測定用の溶媒には以下に示したものをそのまま用いた。 
・CDCl3       関東化学株式会社製, 99.8 ATOM%D、0.03% TMS 




日本電子社製 JMS-T100 AccuTOF を用いて、エレクトロンスプレーイオン化法（ESI）に
より測定した。なお、装置の設定は脱溶媒ガス 250℃、オリフィス１電圧 80℃、ニードル
電圧 2000 V、リングレンズ電圧 10 V、オリフィス１電圧 85 V、オリフィス２電圧 5 V と
した。サンプル送液はインフュージョン法で行ない、流速 20 μl / min とした。“MS（ESI）
m/z 質量数（M + 付加イオン）”と記載した。 
 
・ マトリックス支援レーザー脱離イオン化法（MALDI） 







Agilent Technologies 社製 Varian Cary 60 分光光度計(走査速度 600 nm /分;データ間隔 1 
nm)で測定した。測定にはUV測定用25±1℃の石英キュベット(1 cmの経路長)を用いた。
測定用の溶媒を使用し、セル中の試料溶液は 1.0 × 10−5 mol/L の条件で行った。セルホル
ダーには 25℃の恒温水を循環させた｡恒温水の循環には、井内盛栄堂社製 低温恒温水
槽 LTB-125 を用いた｡ 
 
・ 蛍光スペクトルと量子収率測定(FL) 
浜松ホトニクス Quantaurus-QY 絶対 PL 量子収率測定装置を用いて測定した。測定に
は FL 測定用 25±1℃の専用の枝付石英キュベット(1 cm の経路長)を用いた。UV 測定の




ATTO AB-2200 ルミノメーターを用いて生物発光強度を測定し、ATTO AB-1850 分光




Gaussian09 プログラム(Rev. D.01)を用いて行った。DFT には、6-31G+(d)ベースの






・ 分析用薄層クロマトグラフィー(TLC)  
TLC Plate- Wako、Silicagel 70F254、厚さ 0.25 mm (20 cm×TLC Plate20 cm)を適正サイズに




・p-アニスアルデヒド: p-アニスアルデヒド 13 ml と酢酸 5 ml を、エタノール 478 ml
に溶かし、濃硫酸 18 ml を添加したものを用いた。 
・リンモリブデン酸溶液: リンモリブデン酸 5 g をエタノール 100 mL に溶かしたもの
を用いた。 
・ニンヒドリン溶液： ニンヒドリン 0.3 g を酢酸 3 ml、ブタノール 100 ml に溶かした
ものを用いた。 
 
・ 分取用薄層クロマトグラフィー(PTLC)  




関東化学社製シリカゲル 60 N (球状、中性)、粒子径 63-210 µm を用い、“[充填剤の重
さ, カラムの直径(φ), 展開溶媒]”と記した。 
 
・フラッシュクロマトグラフィー 
山善社の可変波長型紫外線吸収検出器 Prep UV-Vis10V、送液ポンプ NO. 580S を用いた。 
山善社のユニバーサルカラム(シリカゲル: 粒形 30 µM)とインジェクトカラム（シリカゲ




















































・セライト : 和光純薬工業株式会社製 Celite 545 をそのまま用いた。 
・12M 塩酸：和光純薬工業株式会社製 
 
1.4 紫外可視吸収スペクトルの測定 (UV) 
・ アミノルシフェリンアナログ 1a-g の紫外可視吸収スペクトル測定 
アミノルシフェリンアナログ 1a-e, g を精密に秤量し、それぞれアセトニトリルに溶解し
て 1.0×10-4 M のアセトニトリル溶液を調整した。1f は、アセトニトリルに溶解しなったた
め、メタノールで調製した。これから 1 ml のホールピペットを用いて複数の 10 ml メスフ
ラスコに 1.0 ml ずつ移した。移し取った 10 ml メスフラスコを真空デシケーター中にて液体
窒素冷却のトラップを装着した真空ポンプ(約 1 mm Hg)を用いてアセトニトリルまたはメ
タノールを除去した。これを各種溶媒(CH3CN、MeOH、Water)を用いて 10 ml にメスアップ
し、1.0×10-5 M の各種溶液を調整した。測定条件として、測定間隔 200-700 nm、スキャン速
度 600 nm/min、データ間隔 1.0 nm、デュアルビーム、ベースライン補正をしてスペクトル
測定した。測定前のベースライン測定は各種溶媒を 2.0 ml を用いて測定した。 
 
1.5 蛍光スペクトル測定 (FL) 
・ アミノルシフェリンアナログ 1a-g の蛍光スペクトル測定 
アミノルシフェリンアナログ 1a-e, g を精密に秤量し、それぞれアセトニトリルに溶解し
て 1.0×10-4 M のアセトニトリル溶液を調整した。1f は、アセトニトリルに溶解しなったた
め、メタノールで調製した。これから 1 ml のホールピペットを用いて複数の 10 ml メスフ
ラスコに 1.0 ml ずつ移した。移し取った 10 ml メスフラスコを真空デシケーター中にて液体
窒素冷却のトラップを装着した真空ポンプ(約 1 mm Hg)を用いてアセトニトリルまたはメ
タノールを除去した。これを、各種溶媒(CH3CN、MeOH、Water)を用いて 10 ml にメスアッ
プし、1.0×10-5 M の各種溶液を調整した。 
蛍光スペクトルと蛍光量子収率の測定は、専用の枝付石英キュベットに各種溶媒を約 2 ml












1.6 生物発光測定 (BL) 
・アミノルシフェリンアナログ 1a-g の生物発光スペクトル測定 
測定溶媒として、GTA 緩衝液(0.15 M、pH 8.0 と pH 6.0 の 2 種類)を用いた。30 μM のアミ
ノルシフェリンアナログ 1a-g 溶液(GTA 緩衝液)、20 μM Ppy ルシフェラーゼ溶液(10％グリ
セロールを含む GTA 緩衝液)、0.10 M 硫酸マグネシウム溶液(GTA 緩衝液)、1.0 mM ATP 二
ナトリウム塩溶液(GTA 緩衝液)を pH 8.0 と pH 6.0 の 2 種類ずつ用意した。基質は、緩衝液
への溶解性が悪いため、3 mM DMSO ストック溶液を作製した。生物発光測定するために、
ルシフェリンアナログ溶液 5 μL、Ppy ルシフェラーゼ溶液 5 μL、硫酸マグネシウム溶液 5 
μL と GTA 緩衝液 35 μL をポリスチレンキュベットに入れた。その混合物にマイクロシリン
ジで ATP 二ナトリウム塩溶液 50 μL を添加することにより L-L 反応を開始させ、AB-1850
ルミフルキャプチャーで生物発光スペクトルを測定した。最終濃度は、ルシフェリンアナロ
グ 15 nM、Ppy ルシフェラーゼ 1.0 μM、硫酸マグネシウム 5.0 mM、ATP 0.5 mM である。以
上の操作を Table 1-6 に簡単にまとめた。 
 
Table 1-6. アミノルシフェリンアナログ 1a-g の測定条件 
 濃度 体積 最終濃度 
GTA (pH 8.0 と 6.0) 0.15 M 35 μL ― 
基質 30 μM 5 μL 1.5 µM 
酵素 20 μM 5 μL 1.0 μM 
MgSO4 0.10 M 5 μL 5.0 mM 
ATP 1.0 mM 50μL 0.5 mM 
 
・ 生物発光測定用の試薬 
・ルシフェラーゼ(北米産ホタル Photinus pyralis 由来)は以下のものを用いた。 
Promega 社製のリコンビナント（組み換え型）酵素(カタログ番号 E1701)   
・GTA 緩衝液 





・ATP 二ナトリウム塩溶液(GTA 緩衝液) 
    Sigma 社製 ATP 二ナトリウム塩水和物を用いた。 
・硫酸マグネシウム溶液(GTA 緩衝液)、 










300 ml ナスフラスコに 2-クロロベンゾチアゾール 9.0 ml（69 mmol）、濃硝酸 24 ml、濃硫
酸 90 ml を入れ、0℃にてアルゴン雰囲気下で 2 時間撹拌した。反応終了後、500 ml の氷入
りビーカーに反応液を投入し、生じた沈殿物を水：メタノール(＝1:1)の混合溶媒で洗いなが
ら、ブフナーロートでろ過を行った。ろ液の pH が 4 になるまで、ろ紙上の固体を水で洗浄
した。得られた固体を 1 日乾燥させた後、固体を 80℃に加熱した酢酸エチルに溶解させ、
再結晶を行った。得られた結晶をヘキサン：酢酸エチル(＝1 : 1)で洗浄しながらろ過し、2-
クロロ-6-ニトロベンゾチアゾール（6.00 g, 28.2 mmol, 41%）を白色針状結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
8.75 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 8.39 (dd, J = 9.2, 2.3 Hz 1 H), 8.08 (dd, J = 8.6 Hz, 1 H). 
m/z (MALDI, CHCA) Found: 214.9618 ([M+H]+). C7H4ClN2O2S requires 214.96765.  
HNO3, H2SO4













500 ml ビーカーにシアン化ナトリウム 715 mg（14.6 mmol）、蒸留水 30 ml を入れ、シアン化
ナトリウム水溶液を調製した。500 ml ナスフラスコに 2-クロロ-6-ニトロベンゾチアゾール
2.91 g（13.6 mmol）、1,4-ジアザビシクロ[2.2.2]オクタン（DABCO）251 mg（2.24 mmol）、ア
セトニトリル 300 ml を入れ、ここに調製したシアン化ナトリウム水溶液を加えた。反応液
を室温にてアルゴン雰囲気下で 3.5 時間撹拌した後、0.3 M 塩化鉄（III）水溶液 10 ｍL を加
えてクエンチした。反応溶液に水 30 ml を加え、生成物を酢酸エチル 300 ml を用いて抽出
した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮し、2-シ
アノ-6-ニトロベンゾチアゾール（2.58 g, 12.6 mmol, 92％）を黄色粉末として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
8.95 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 8.52 (dd, J = 9.2 Hz, 2.3 Hz, 1 H), 8.38 (d, J = 9.2 Hz, 1 H). 









500 ml ナスフラスコに 2-シアノ-6-ニトロベンゾチアゾール 223 mg（1.09 mmol）、メタノー
ル 40 ml、塩化アンモニウム 696 mg（13.0 mmol）を入れ、5 分間撹拌した後、亜鉛 1.61 g
（24.6 mmol）を加え、室温、アルゴン雰囲気下で 10 分間撹拌した。反応液をセライトろ過
し、ろ液を減圧濃縮した。得られた固体をヘキサン洗浄し、2-シアノ-6-アミノベンゾチアゾ
ール（86.4 mg, 0.49 mmol. 45％）をオレンジ粉末として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.95 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 2.3 Hz 1H), 6.96 (dd, J = 8.6 Hz, 2.3 Hz, 1H),  
4.13 (br, 2H). 
MS (ESI): m/z Found: 176.02742 ([M+H]+). C8H6N3S1 requires 176.02824. 



















20 ml ナスフラスコに 2-シアノ-6-アミノベンゾチアゾール 53.7 mg（0.306 mmol）を入れ、
アセトニトリル 5 ml、テトラヒドロフラン 2.5 ml に溶解し、室温、アルゴン雰囲気下でこ
こに Selectfluor® 158 mg（0.447 mmol）を加え、5.5 時間撹拌した。反応溶液に水 20 ml を
加え、生成物を酢酸エチル（50 ml x 2 回）で抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水
硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた粗生成物をカラムクロマトグラフィ
ー[シリカゲル 20.3 g クロロホルム] にて分離、精製し、6-アミノ-2-シアノ-7-フルオロベン
ゾチアゾール（14.1 mg, 3.38 mmol, 24%）を黄色結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.82 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.09 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 4.16 (br, 2H). 























20 ml ナスフラスコに 2-シアノ-6-アミノベンゾチアゾール 20.7 mg（0.112 mmol）を入れ、
塩化メチレン 10 ml に溶解させ、0℃、アルゴン雰囲気下でここに塩化スルフリル 12 μL（0.15 
mmol）を加えて 4.5 時間撹拌した。反応溶液に水 30 ml を加え、生成物を塩化メチレン（30 
ml x 3 回）で抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、
減圧濃縮した。得られた粗生成物を中圧カラム[サイズ M、ヘキサン：酢酸エチル＝3 : 1 to 
1 : 1] にて分離、精製し、6-アミノ-7-クロロ-2-シアノベンゾチアゾール（17.4 mg, 84.0 µmol, 
75%）を黄色結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.90 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.6 Hz 1H), 4.50 (br, 2H). 





















20 ml ナスフラスコに 2-シアノ-6-アミノベンゾチアゾール 800 mg（4.57mmol）を入れ、ク
ロロホルム 50 ml に溶解させ、室温、アルゴン雰囲気下で N-ブロモスクシンイミド 906 mg
（5.09 mmol）を加えて 0.5 時間撹拌した。チオ硫酸ナトリウム水溶液を加えてクエンチし
た後、水を加え、生成物をクロロホルム（80 ml x 3 回）で抽出した。有機層を飽和食塩水で
洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた粗生成物をカラムクロ
マトグラフィー[シリカゲル 96.3 g、クロロホルム] にて分離、精製し、6-アミノ-7-ブロモ-
2-シアノベンゾチアゾール（469 mg, 1.83 mmol, 40%）を黄色結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.92 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.6 Hz 1H), 4.53 (br, 2H). 
MS (ESI): m/z Found: 253.93591 ([M+H]+). C8H579Br1N3S1 requires 253.93876. 
255.93286 ([M+H]+). C8H581Br1N3S1 requires 255.93671. 























20 ml ナスフラスコに 6-アミノ-7-ブロモ-2-シアノベンゾチアゾール 12.6 mg（49.6 µmol）、
フェニルボロン酸 7.7 mg（63 µmol）、テトラキス(トリフェニルホスフィン)パラジウム(0) 4.4 
mg（3.8 µmol）を入れ、1,4-ジオキサン 1 ml に溶解させ、2M 炭酸ナトリウム水溶液 1 ml を
加えた後、アルゴン雰囲気下で、90℃で 3 時間加熱撹拌した。反応溶液に水を加え、生成物
を酢酸エチル（50 ml x 2 回）で抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウ
ムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた粗生成物を分取薄層クロマトグラフィー[0.5 mm、
クロロホルム] にて粗く分離し、得られた粗生成物を、さらに分取薄層クロマトグラフィー
[0.5 mm、ベンゼン：酢酸エチル＝3 : 1]で分離、精製し、6-アミノ-2-シアノ-7-フェニル（2.1 
mg, 8.4 µmol, 17%）を黄色結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.95 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.58~7.55 (m, 2H), 7.49~7.46 (m, 3H), 7.06 (d, J = 9.2 Hz, 1H),  
4.50 (br, 2H). 
























2.2 ml サンプル管に炭酸カリウム 19.8 mg（0.143 mmol）を入れ、蒸留水 0.17 ml に溶解させ、
Ar でバブリングして脱気した。次に、10 ml ナシフラスコに 6-アミノ-2-シアノベンゾチア
ゾール 24.8 mg（0.142 mmol）を入れ、アセトニトリル 2 ml に溶解させ、ここに D-システイ
ン塩酸塩一水和物 37.9 mg（0.216 mmol）と先に調整した炭酸カリウム水溶液を加え、常温、
Ar 雰囲気下で 5 時間撹拌した。反応液にアセトニトリルを加え、沈殿を生じさせた。生じ
た沈殿をアセトニトリルでろ過した。得られたろ紙上の粗生成物をリン酸ナトリウム緩衝
液（SPB）(250 mM, pH = 8)に投入し、1M 塩酸を加えて、水層の pH を 4 にして生成物を酢
酸エチル（70 ml x 2 回）で抽出した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮
した。得られた生成物をヘキサンで洗浄しながらろ過し、アミノルシフェリン（32 mg, 0.12 
mmol, 86%）を、黄色粉末として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
7.76 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H),  
5.34 (t, J= 9.2 Hz, 1H), 3.77-3.71(m, 2H). 





















10 ml ナシフラスコに D-システイン塩酸塩一水和物 45.0 mg（0.256 mmol）を入れ、250 mM 
SPB 1 ml 溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。 
次に、10 mlナシフラスコに 6’-アミノ-2’-シアノ-7’-フルオロベンゾチアゾール 14.1 mg（73.0 
µmol）、をメタノール 3 ml に溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。ここに先に調整し
た D-システイン塩酸塩一水和物溶液を加え、常温にて Ar 雰囲気下で 4.5 時間撹拌した。反
応液を SPB 50 ml、酢酸エチル（50 ml x 2 回）を用いて洗浄した。1M 塩酸を用いて、水層
の pH を 4 にし、酢酸エチル（100 ml x 2 回）で生成物を抽出した。有機層を無水硫酸ナト
リウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた生成物をヘキサンで洗浄しながらろ過し、7’
フルオロアミノルシフェリン （8.4 mg, 28 µmol, 39％）橙色粉末を得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
7.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.08 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 5.31 (t, J= 8.9 Hz, 1H), 3.73-3.76 (m, 2H) 













250 mM SPB(PH= 8)
MeOH








10 ml ナシフラスコに D-システイン塩酸塩一水和物 45.1 mg（0.257 mmol）、250 mM SPB 
1.3 ml 加え、Ar で 5 分間バブリングして脱気した。 
次に、10 ml ナシフラスコに 6’-アミノ-2’-シアノ-7’-クロロベンゾチアゾール 18.3 mg（87.3 
µmol）、をメタノール 3.3 ml に溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。ここに先に調整
した D-システイン塩酸塩一水和物溶液を加え、常温にて Ar 雰囲気下で 4.5 時間撹拌した。
反応液を SPB 50 ml、酢酸エチル（50 ml x 2 回）を用いて洗浄した。1M 塩酸を用いて、水
層の pH を 4 にし、酢酸エチル（150 ml x 2 回）で生成物を抽出した。有機層を無水硫酸ナ
トリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた生成物をヘキサンで洗浄しながらろ過し、
7’-クロロアミノルシフェリン（21 mg, 67 µmol, 77％）橙色粉末を得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
7.74 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.07 (t, J = 89.2 Hz, 1H), 5.36 (t, J= 9.2 Hz, 1H), 3.79-3.74(m, 2H) 














250 mM SPB(PH= 8)
MeOH








10 ml ナシフラスコに D-システイン塩酸塩一水和物 108 mg（0.615 mmol）、250 mM SPB 
2.3 ml 加え、Ar で 20 分間バブリングして脱気した。 
次に、20 mlナシフラスコに 6’-アミノ-2’-シアノ-7’-ブロモベンゾチアゾール 53.4 mg（0.210 
mmol）、をメタノール 10 ml に溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。ここに先に調整
した D-システイン塩酸塩一水和物溶液を加え、常温にて Ar 雰囲気下で 1.5 時間撹拌した。
反応液を蒸留水 100 ml、酢酸エチル（75 ml x 2 回）を用いて洗浄した。1M 塩酸を用いて、
水層の pH を 4 にし、酢酸エチル（150 ml x 2 回）で生成物を抽出した。有機層を無水硫酸
ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた生成物をヘキサンで洗浄しながらろ過し、
7’-ブロモアミノルシフェリン（50.3 mg, 0.141 mmol, 67％）橙色粉末を得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
7.76 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.28 (t, J= 8.9 Hz, 1H), 3.74-3.72(m, 2H) 
MS (ESI): m/z Found: 357.93310 ([M+H]+). C11H979Br1N3O2S2 requires 357.93196. 














250 mM SPB(PH= 8)
MeOH








10 ml ナシフラスコに D-システイン塩酸塩一水和物 60.0 mg（0.342 mmol）、250 mM SPB 
2 ml 加え、Ar で 15 分間バブリングして脱気した。 
次に、10 ml ナシフラスコに 6’-アミノ-2’-シアノ-7’-フェニルベンゾチアゾール 27.8 mg
（crude）、をメタノール 5 ml に溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。ここに先に調整
した D-システイン塩酸塩一水和物溶液を加え、常温にて Ar 雰囲気下で 1.5 時間撹拌した。
反応液を SPB 20 ml、酢酸エチル（30 ml x 2 回）を用いて洗浄した。1M 塩酸を用いて、水
層の pH を 4 にし、酢酸エチル（35 ml x 2 回）で生成物を抽出した。有機層を無水硫酸ナト
リウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた生成物をヘキサンで洗浄しながらろ過し、7’-
フェニルアミノルシフェリン（8.4 mg, 24 µmol, 二段階収率：13％）橙色粉末を得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
7.79 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.51-7.49 (m, 2H),  
7.45 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 5.29 (t, J= 9.2 Hz, 1H), 3.75-3.70 (m, 2H). 










2 口 30 ml ナスフラスコに 2-シアノ-6-ニトロベンゾチアゾール 113 mg（0.552 mmol）を入れ
て真空乾燥し、アルゴン雰囲気にした。真空処理したフラスコに脱水 THF 5 ml を入れて溶
液とした後、アルゴン雰囲気下で－80℃に冷却し、ここにメチルグリニャール試薬 THF 溶
液（0.93 M）1.13 ml（1.1 mmol）を加えて 40 分間撹拌した。-80℃に冷却したまま、さらに
DDQ の THF 溶液（0.35 M）2.0 ml（0.70 mmol）を加え、クエンチし、室温に戻した。反応
溶液から酢酸エチル（100 ml）、飽和食塩水（30 ml）を用いて生成物を抽出した。有機層を
無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた粗生成物を塩化メチレンに溶解
し、25 g のシリカゲルに吸着させた後、カラムクロマトグラフィー[シリカゲル 75 g ヘキ
サン：酢酸エチル = 4 : 1] にて分離、精製し、2’-シアノ-7’-メチル-6’-ニトロベンゾチアゾー
ル（54.6 mg, 0.248 mmol, 45 %）を黄色結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
8.25–8.18 (m, 2H), 2.90 (s, 3H). 










500 ml ナスフラスコに 2-シアノ-7-メチル-6-ニトロベンゾチアゾール 54.6 mg（0.249 mmol）
を入れ、メタノール 10 ml に溶解させ、ここに塩化アンモニウム 136 mg（2.53 mmol）を加
えて 5 分間撹拌した。ここに亜鉛 368 mg（5.65 mmol）を加え、アルゴン雰囲気下室温にて
40 分間撹拌した。反応液中の沈殿物を、THF で洗いながらセライトろ過し、ろ液を減圧濃
縮した。得られた粗生成物を THF とメタノールに溶解し、シリカゲル 7.6 g に吸着させた
後、カラムクロマトグラフィー[シリカゲル 40 g、ヘキサン：酢酸エチル = 2 : 1] にて分離、
精製し、6-アミノ-2-シアノ-7-メチルベンゾチアゾール（32.4 mg, 0.169 mmol, 68 %）を黄色
結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.05 (br s, 2H), 2.38 (s, 3H). 










2 口 30 ml ナスフラスコに 2-シアノ-6-ニトロベンゾチアゾール 102 mg（0.498 mmol）を入れ
て真空乾燥し、アルゴン雰囲気にした。ここに脱水 THF 5 ml を入れて溶液とし、アルゴン
雰囲気下で-80℃に冷却した。ここにエチルグリニャール試薬ジエチルエーテル溶液（1.01 




ラムクロマトグラフィー[シリカゲル 75 g ヘキサン：酢酸エチル = 9 : 1] にて分離、精製
し、6-アミノ-2-シアノ-7-メチルベンゾチアゾール（16.2 mg, 69.7 µmol, 14 %）を黄色結晶と
して得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
8.18 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 3.18 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.44 (t, J = 7.8 Hz, 3H). 





















500 ml ナスフラスコに 2-シアノ-7-エチル-6-ニトロベンゾチアゾール 100 mg（crude）を入
れ、メタノール 20 ml に溶解させ、ここに塩化アンモニウム 229 mg（4.28 mmol）を加えて
5 分間撹拌した。ここに亜鉛 558 mg（8.57 mmol）を加え、アルゴン雰囲気下室温にて 2 時
間 10 分撹拌した。反応液中の沈殿物を、THF で洗いながらセライトろ過し、ろ液を減圧濃
縮した。得られた粗生成物を THF とメタノールに溶解し、シリカゲル 5 g に吸着させた後、
カラムクロマトグラフィー[シリカゲル 50 g、ヘキサン：酢酸エチル = 2 : 1] にて分離、精
製し、6-アミノ-2-シアノ-7-エチルベンゾチアゾール（48.6 mg, 0.239 mmol, 2 段階収率：12%）
を黄色結晶として得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.08 (br s, 2H), 2.74 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.27 (t, J 
= 7.5 Hz, 3H). 





















10 ml ナシフラスコに D-システイン塩酸塩一水和物 106 mg（0.604 mmol）、250 mM SPB 3 
ml 加え、Ar で 15 分間バブリングして脱気した。 
次に、10 ml ナシフラスコに 6’-アミノ-2’-シアノ-7’-メチルベンゾチアゾール 20.6 mg（0.118 
mmol）、をけい光分析用メタノール 5 ml に溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。ここ
に先に調整した D-システイン塩酸塩一水和物溶液を加え、常温にて Ar 雰囲気下で 4 時間
25 分間撹拌した。反応液を SPB 50 ml、酢酸エチル（100 ml x 2 回）を用いて洗浄した。1M
塩酸を用いて、水層の pH を 4 にし、酢酸エチル（75 ml x 2 回）で生成物を抽出した。有機
層を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた生成物をヘキサンで洗浄し
ながらろ過し、7’-メチルアミノルシフェリン（6.2 mg, 22 µmol, 19%）橙色粉末を得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
8.07 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.45 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.85-3.80 (m, 2H), 2.64 (s, 
3H). 























10 ml ナシフラスコに D-システイン塩酸塩一水和物 126 mg（0.717 mmol）、250 mM SPB 5 
ml 加え、Ar で 15 分間バブリングして脱気した。 
次に、10 mlナシフラスコに 6’-アミノ-2’-シアノ-7’-エチルベンゾチアゾール 48.6 mg（0.239 
mmol）、をけい光分析用メタノール 10 ml に溶解させ、Ar でバブリングして脱気した。ここ
に先に調整した D-システイン塩酸塩一水和物溶液を加え、常温にて Ar 雰囲気下で 1 時間
40 分間撹拌した。反応液を SPB 40 ml、酢酸エチル（40 ml x 2 回）を用いて洗浄した。1M
塩酸を用いて、水層の pH を 4 にし、酢酸エチル（50 ml x 4 回）で生成物を抽出した。有機
層を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧濃縮した。得られた生成物をヘキサンで洗浄し
ながらろ過し、7’-エチルアミノルシフェリン（48.3 mg, 0.160 mmol, 67%）黄色粉末を得た。 
 
1H-NMR (500 MHz, methanol-d4) δ (ppm) 
7.67 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 5.36 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.78-3.70 (m, 2H), 2.78 (q, 
J = 7.7 Hz, 2H), 1.23 (t, J = 7.8 Hz, 3H). 












250 mM SPB(PH= 8)
MeOH
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